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PHARWIACEUTIQUES LES CONTENANT. 



L'invention a pour objet un compose repondant k la 
^fmule g6n6rale l 

P - NH - CH - CO - >fH - C(Ri) - CO - Asn - ^{^9.^) 
I I 



CO 

1^ 

00 
CM 



dans laquelle: 

- Ro represents: ...... 

- un radical phenylmethyle ou naphtylmethyle ou cyclo- 
hexylm^thyle, 2- et3-pyridinylmethyle. substitue sur le cycle 
en position para par un groupement acide ou 

- un radical alkyie de type (CH2)n {avec n = 3 ou 4) subs- 
titue en position terminate par un groupement acide. 

- Ro repr^sente un groupennent hydrog^ne ou alkyle en 
Ci ^ C4, lineaire ou ramifie ou alkylcycloalkyle avec un cy- 
cloalkyle en C3 a Cg. 

Elle a 6galement pour objet I'utilisation d'un compose de 
formule g6n6rale I pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destin6e au traitement des maladies liees 
a des processus prollf6ratlfs, des cancers et/ou metastases. 

iilliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiilllllllilllll 
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La presents invention a pour objet de nouveaux composes 
pseudopeptidiques dotes d'une activite inhibitrice a l'6gard des voies activees 
par les proteines ^ activite tyrosine kinase et les compositions pharmaceutiques 
les contenant. 



La prospection pour de nouveaux agents th6rapeutiques contra 
les cancers et/ou les maladies assocides d des d6sordres proliferatifs constitue 
actuellement un des p6les de recherche les plus importants de I'industrie 
pharmaceutique. Une nouvelle approche retenue pour identifier de nouveaux 
compos§s. vise d inhiber les recepteurs des facteurs de croissance a activity 
tyrosine kinase qui interviennent dans le processus de la transmission du 
signal. 

On sait que la signalisation cellulaire, transmise par des facteurs 
externes, de type facteurs de croissance, hormones et neurotransmetteurs. d 
15 des recepteurs transmembranaires, notamment ^ activite tyrosine kinase, TK 
est relayee par des signaux de reconnaissance impliquant des transmetteurs 
cytoplasmiques comme les prot§ines. nucleotides et ions, avant d'attelndre le 
noyau et d'activer des facteurs de transcription. Parmi ces transmetteurs 
cytoplasmiques, les proteines d activit6 tyrosine kinase, r^ceptrices ou non. 
20 jouent un r6le essentiel en phosphorylant des proteines cellulaires sur des 
r6sidus tyrosine et en activant des cascades de proteines kinases conduisant S 
ia division et/ou k la differentiation cellulaire. 

Les prot6ines tyrosine kinases transmettent leur message par des 
successions d'interactions impliquant par exemple des r6sidus tyrosine de leur 
25 extr6mite C-terminale. capables, avec quelques aminoacides qui les encadrent, 
de reconnaTtre leurs cibles. Deux types de reconnaissance ont et6 rapport6s 
selon que la region phosphotyrosine reconnue implique les aminoacides qui 
precedent ou succ6dent le r6sidu phosphotyrosine (pTyr). Ce sont 
respectivement les domaines PTB (phosphotyrosine binding domain) et les 
domaines SH2 (Src homology^). De nombreuses proteines contiennent des 
domaines PTB et/ou SH2 et sont impliqu§es dans la signalisation cellulaire et la 
transformation neoplasique. La proteine Grb2 (Growth factor receptor binding 
protein.) est Tune d'entre elles. 
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La proteine adaptatrice Grb2 joue un rdle direct dans la 
transmission du signal mitogenique entre les r6cepteurs ^ activite tyrosine 
kinase et la voie de signalisation de Ras. Grb2 est complexee par ses 

5 domaines SH3 avec Sos (Son of Sevenless). le facteur d'6change nucleotidique 
de Ras et par son domaine SH2 avec les recepteurs d activit6 TK, directement 
ou par I'intermediaire autres adaptateurs comma She (SH2 domain containing 
adaptor protein). Lorsqu'il y a activation du r§cepteur. Grb2/Sos est recrut6 d la 
membrane et alors capable d'activer Ras (Revue dans Chardin et al. FEBS 

10 Letters, 1995,369.47-51). 

L'importance de Grb2 dans la regulation de la voie de signalisation 
Ras-dependante a ete d6montr6e dans le cas des tumeurs surexprimant le 
recepteur d I'EGF (Epidermal growth factor) (tumeurs du sein - Sastry et al., Int. 
J. Cancer 1997, 70, 208-213) ou son analogue oncog6nique HER2 (tumeurs 

15 de la vessie ; Janes et al., Oncogene, 1994, 9. 3601) ou I'oncog^ne Bcr/AbI 
(leucemies myeloides lymphoblastiques. J. Exp. Med., 1994, 179. 167-175). En 
accord, une amplification du gene de Grb2 a ete montr6e dans certains cancers 
du sein (Proc Natl. Acad. Sci,, 1994, 91, 2156-2160) et une surexpression de la 
proteine dans certaines lignSes tumorales (MCF7, MCA-MB361, Oncogene, 

20 1994.9,2723). 

Contrairement a la plupart des domaines SH2 dont la sp6cificite 
est fonction de la nature de I'amino acide en position +3 par rapport d la 
phosphotyrosine. la spectficite de reconnaissance du domaine SH2 de Grb2 
avec les protdines tyrosine kinases est Imposee par I'amino actde en position 

25 +2, pour lequel un r^sidu asparagine Asn est parliculierement favorable 
(Cussac et al. EMBO J. 1994, 13, 4011-21). De plus le peptide adopte, pour 
des ralsons steriques une conformation (&-turn) impliquant le CO de pTyr et le 
NH de Tamino acide ^3 et possede deux sites d'ancrage au niveau des amino 
acides phosphotyrosine et asparagine (Rahuel et al., Nature Struct. Biol., 1996, 

30 3. 586-589). 

En consequence, au regard de Tensemble de ces informations, de 
nombreux efforts ont et6 realises pour tenter de s'opposer S Tinteradion entre 
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les r6cepteurs actives contenant le r6sidu phosphotyrosine (pTyr) et la prot§ine 
Grb2 au niveau du domaine SH2 de celle-ci. Ainsi, des molecules capables de 
se lier au domaine SH2 de Grb2, ont ete obtenues en utilisant des librairies 
chimiques (Mullere et al., J. Mol. Biol., 1996, 28, 16500-16505), ou de phages 
(Gram, Eur. J. Biochem., 1997, 246, 633-637), ou par modification des peptides 
originaux. en se basant sur les donnees structurales des compiexes 6voqu6s 
ci-dessus. 

Par ailleurs, des molecules pseudopeptidiques ayant de fortes 
afTtnitSs pour les domaines SH2, ont 6t6 obtenues, en particulier avec les 
prot6ines Src (Pacofsky et al., J. Med. Chem., 1998, 41, 1894-1908). 

Dans le cadre de la pr§sente invention, il est propose une famiile 
de compos6s possedant une trds forte affinity pour Grb2 grSce en particulier d 
I'ir^roduction d'un r6sidu aromatique charge n6gativement et d'un blocage de la 
conformation de ces molecules par encombrement du carbone a d'un des 
rSsidus impliquSs dans {'interaction. 

Plus pr6cisdment, les composes proposes dans le cadre de la 
pr6sente invention r6pondent a la formula gen6rale I 

P - NH - CH - CO - NH - C(R3) - CO - Asn - N(R4Rs) 
Rl R2 

I 

dans laquelle : 

- P repr^sente un groupement protecteur ou un atome 

d'hydrogdne, 

- Ri represente 

un radical ph§nylm6thyle avec le noyau ph6nyle 6tant 
substitu6 en position para par un radical phosphate, phosphonomethyle. 
phosphonomonofluoromethyle ou phosphonodifluorom§thyle ou 

- un radical naphtylmethyle pouvant etre substitue en position 
4 par un radical phosphate, phosphonomethyle, phosphonomono- ou 
phosphonodifluoromSthyle, 
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chacun de ces radicaux 6tant en outre le cas ech6anl substltu6 par un ou 
plusieurs substituants choisis parmi les groupements alcoyle en Ci S C4, alcoxy 
en Ci S C4. et/ou un ou plusieurs atomes d'halog^ne, 

- R2 repr6sente : 

- un radical ph6nylmethyle ou naphtylmethyle ou 
cyclohexylmethyle, 2- ou 3-pyridinylm6thyle, substitu§ sur le cycle en position 
para par un groupement phosphate, phosphonoalkyle en Ci ^ C2, et de 
preference phosphonomethyle, phosphonomonofluoromethyle, 
phosphonodifluorom§thyle, phosphonate, phosphinate. sulfonate, 
suifonom^thyle, carboxylate. carboxymelhyle, carboxymethyloxy, malonyle, 2- 
(dicarboxy)6thyle. 2-malonyloxy. 5-tetrazolyle ou 5-tetrazolylmethyle ou 

- un radical alkyle de type (CH2)n (avec n = 3 ou 4) substitu6 
en position terminale par un groupement phosphate, phosphonoalkyle en Ci ^ 
C2 et de preference phosphonomethyle. phosphonomonofluoromethyle el 
phosphonodifluoromethyle. phosphonate, phosphinate, sulfonate, 
sulfonomethyle, carboxylate, carboxymethyle. carboxymethytoxy. malonyle, 2- 
malonyloxy. 2-dicarboxyethyle. 5-tetrazolyle ou 5-t6trazolylmethyle. 

- R3 represente un groupement alkyle en Ci i C4. Iin6aire ou 
ramifie, ou alkylcycloalkyle avec un cydoalkyle en C3 k Ce. 

- R4 et/ou R5 repr6sentent 
un hydrog6ne, 

un groupement alkyle en Ci ^ 0$. lineaire ou ramifie 

- un groupement arylalkyie en Ci a Ce avec aryl designant un 
noyau ph6nyle ou naphtyle le cas dcheant substitu^ par un ou plusieurs 
groupements hydroxyle, ou 

- un enchalnement de type aminohexanoTque suivi par les 
sequences RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID N» 1). IRQPKIWFPNRRKPWKK 
(SEQ ID N' 2). Cys-S-S-Cys-RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID N» 3) et Cys-S- 
S-Cys-IRQPKIWFPNRRKPWKK derives d'antennapedia (SEQ ID 4) et leurs 
sels pharmaceutiquement acceptables. 

Au sens de la presente invention, on entend designer sous la 
denomination sels, I'ensemble des sels d'addition acides, et/ou de bases 
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susceptibles d'etre obtenus S partir des composes revendiquSs et qui s'avdrent 
phamnaceutiquement acceptables. 

11 peut s'agir de sels de metaux alcalins, ou alcalinoterreux, de 
sels d*ammonlum, de sels d'amines organiques. En ce qui conceme les sels 
d'additions acides, ils peuvent deriver d'acides hydrohalogen§s ou d'autres 
addes organiques. 

Comme groupement protecteur P convenant d I'invention, on peut 
notamment citer les groupements aminoalcoylcarbonyle (Iin6aire ou ramifie), 
aminoalcoxycarbonyle (lineaire ou ramifie), arylalcx>ylcarbonyle (Iin6aire ou 
ramifie) et arylalcoxycarbonyle (lindaire ou ramifie). 

De mani^re inattendue, les inventeurs ont note que la presence 
d'un cycle, de preference aromatique. portant en position para, un substituant 
acide, de preference de nature phosphoryl6e dans les composes de formule 
g6n6rale I, a titre de R2. 6tait avantageuse en terme d'afTinit^ pour le domaine 
SH2 de la proteine Grb2. II se trouve que cet effet est renforc6 par la presence 
d'un substituant encombrant sur le carbone a, repr6sent6 par R3. 

Par ailleurs. la presence d'un groupement derive de groupes 
phosphonoalkyle, d titre de substituant au niveau de Ri et/ou R2, est 
particulierement int6ressante dans la mesure oCi ce type de groupement n'est 
pas sujet k la d^radation par les phosphatases. 

Quant d la presence d'un d§riv6 d'Antennap6dia d titre de 
substituant R4 et/ou R5 elle est avantageuse pour promouvoir la penetration 
cellulaire dudit compose. 

Selon un mode privilegie de I'invention, les composes revendiqu^s 
repondent i la formula generate I dans laquelle : 

- P repr6sente un groupement RCO ou ROCO avec R 
represehtant un aminoalcoyle en ou aminoph6nylalcoyle en Ci^, 

- Ri reprSsente un groupement ph6nylm6thyle substitud en 
position para par un substituant choisi parmi OPO3H2. CH2PO3H2. CHFPO3H2 
et CF2PO3H2. 

R2 repr6sente un groupement phenylm^thyle substitu6 en 
position para par un substituant tel que defini ci-dessus en formule gen6rale I. 
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- R3 repr6sente un groupement alcoyle en Ci ^ C3, 

- R4 et/ou R5 repr6sentent un atome d'hydrogene, un 
groupement alcoyle (CH2)n-CH3 ou (CH2)n-Ar avec Ar representant un ph^nyle 
ou a.p naphtyle substitue ou non et n compris entre 0 at 5 et leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables. 

Dans une variante prefer6e de Tinvention, 

- Ri reprdsente un groupement phenylm^thyle portant en 
position para un groupement phosphate. 

- R2 represents un groupement phenylm6thyle portant en 
position para un groupement choisi parmi un phosphate, phosphonom6thyle, un 
groupement 2-malonyloxy ou (CH2)nC02H avec n egal a 0 ou 1, 

- R3 repr6sente un groupement methyle et 

- R4 et R5 repr^sentent tous deux un atome d'hydrogdne et 

leurs sels. 

A titre repr^sentatif des composes pseudopeptidiques 
revendiquds on peut tout particulierement citer les composes suivants : 

- mAZ-pTyr-(aMe)pTyr-Asn-NH2 

- mAZ-pTyr-(aMe)pTyr-Asn-NH2-Aha-Antennapedia 

- mAZ-Pmp-(aMe)pTyr-Asn-NH2 

- mAZ.pTyr-(aMe)Phe(C00H).Asn-NH2 

- mAZ-pTyr.(aMe)Phe(CH2-COOH)-Asn-NH2 
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La presente invention a dgalement pour objet les composes 
pseudopeptidiques de formule g6n6rale 11 a titre de prodrogues des composes 
de formule generate I. 
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En effet, les derives phosphates, phosphonates, phosphinates et 
carboxylates tels que revendiquds ci-dessous peuvent blre envisages sous 
forme de prodrogues selon la formule gen^rale II : 

P-NH - CH - CO - NH- C(R3) - CO - Asn - N(R,,Rs) 

CHj CHj 

P,' Pj' 

II 

Dans laquelle P. R3, R4 et Rs ont la meme definition que dans la 
formule gSnSrale I, et les groupements ph6nylm6thyles substitu6s par Pi' et P2' 
sent les prScurseurs des groupements Ri et iRa. 

Plus precisSment, 

- les groupements Pi' et/ou P2', pr6curseur(s) du groupe 
phosphate en Ri et/ou R2 peuvent etre un groupement bis-(S-acyl-2- 
thio§thyl)phosphate ou bis-(acyloxym§thyl)phosphate, 

- les groupements Pi' et/ou P2', pr6curseur(s) du groupe 
phosphonomethyle en Ri et/ou R2 peuvent §tre un groupement bis-(S-acyl-2- 
thioethyl)phosphonomethyle ou bis-(acyloxymethyl)phosphonom§thyle, 

- le groupement P2', pr6curseur du groupe phosphonate en 
R2 peut etre un groupement bis-(S-acyl-2-thioethyl)phosphonate ou bls- 
(acyloxymethyl)phosphonate. 

avec le terme acyle designant dans ces definitions un groupement 
tertbutylcarbonyle ou isopropylcarbonyle ou acStyle, 

- le groupement P2', pr6curseur des groupes acide 
carboxylique. carboxym6thyle. carboxym§thyloxy, malonyle, 2-malonyfoxy, 2- 
(dicarboxy)6thyle en R2. peut §tre un analogue esterifie sur la ou les fonctions 
acides carboxyliques des groupes R2 identifi6s ci-dessus sous forme d'un 
carboxylate de : 

arylalcoyie avec le terme aryl d6signant un noyau 
benz^nique et le terme alcoyle une chalne carbon6e Iin6aire ou ramifi6e avec 
de 1 d 3 atomes de carbone ; 
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morpholinylalcoyle -{CH2)n (NC4H8O) ; 

pip6ridinylalcoyle -(CH2)n(NC5Hio) substitue 6ventuellement 
par un groupement OH. CO2H, CO2R* avec R' etant une chaine alcoyle lineaire 
ou ramifi§e contenant ou un reste benzyle ; 

5 - pip6ra2inylalcoyle -(CH2)n(NC4H8NH) substitu6 

eventuellement par (-N-C4H8-NR") avec R" repr§sentant une chaine alcoyle 
contenant de 1 a 6 atomes de carbone, un groupement benzyle ou un 
groupement ph6nyle, avec n compris entre 1 et 3. 

En ce qui concerne la preparation des compos6s revendiqu6s 

10 dans le cadre de la presente invention, elle peut etre realisee selon des 
precedes connus. 

G6n6ralement, on precede S une condensation des differents 
motifs pseudopeptidiques en faisant r6agir un groupement reactif dun premier 
motif pseudopeptidique comme par exemple une fonction carboxyle avec un 

15 groupement r6actif complementaire par exemple une fonction amine portee par 
un second motif pseudopeptidique. 

En consequence, la synthese des compos6s revendiqu6s reinvent 
des competences de Thomme du metier. 

Les nouveaux compos6s ont pour caract6ristique de posseder une 

20 structure peptidomim6tique. possedant en position 1. un r6sidu 
phosphotyrosine ou un substitut porteur tf une ou deux charges negatives et 
une protection eventuellement chargee positivement de I'azote N-terminal et 
poss6dant en position 2. un r6sidu steriquement encpmbr§, de type alpha- 
phosphotyrosine ou un substitut de type phenylalanine ou 

25 cyclohexylmethylalanine portant sur le noyau en position para, un substituant 
fortement 6lectroattracteur telle une fonction acide ou un groupement 
phosphonate CH2PO3H2, phosphate PO3H2, tetrazolyle c(CN4H). et tffetre 
§galement steriquement encombr6 sur le carbone alpha. 

En raison de celte organisation pseudopeptidique, les composes 

30 de formules gen6rales I et ll revendiques sont capables dinhiber efficacement 
les interactions entre des proteines comprenant un domaine de liaison SH2. 
comme Grb2. et des proteines phosphorylees de type r6cepteur des facteurs de 
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croissance ^ activite tyrosine kinase comme le recepteur a TEGF. Les 
composes de formules generates i et II bloquent la capacite des protdines 
tyrosines kinases d initier la cascade de signalisation passant par les prot^ines 
a domaine SH2. II en d6coule une inhibition des voies de transmission du signal 
implique dans les maladies tumorates. 

Les r^sultats pr6sent^s en exemples cl-aprds rendent compte de 
raffinite manifestee par des composes de formule g^n^rale I d regard du 
domaine SH2 de la prot6lne Grb2 et done de leur capacite d intervenir au 
niveau de son interaction avec les r6cepteurs d activite tyrosine kinase. 

En consequence, les composes de formule g6n6rale I et formule 
g6nerale II sont particuliferement interessants pour trailer les maladies qui 
repondent S une inhibition de Tinteraction des prot6ines possedant des 
domaines SH2 avec des phosphoproteines dont plus particulierement les 
proteines tyrosine phosphoryles. 

Les applications cliniques auxquelles sont plus particulierement 
destines les composes selon Tinvention sont le traitement des cancers, des 
metastases et/ou maladies li^es a des processus proliferatifs. 

A titre illustratif des maladies liees aux processus proliferatifs. on 
peut plus particulidrement citer les pathologies li§es aux mecanismes 
d'angiog§n§se, Tarthrite rhumatoide, tes desordres inflammatoires et les 
troubles lies k I'epaississement des vaisseaux lors de la restenose. 

A ces fins, les composes revendiqu6s et leurs derives peuvent 
6tre utilises pour la preparation de compositions pharmaceutiques 
correspondantes. 

Plus particulierement. la presente invention concerne done, selon 
un autre de ses aspects, une composition pharmaceutique comprenant en tant 
que prIncipe actif au moins un compose de formule g6n6rale (I) ou un compose 
de formule generate 11. 

Bien entendu, ce compose peut y etre associe d au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De meme on peut envisager rfintroduire conjointement deux ou 
plusieurs composes de fomiule generate I et/ou II dans une m§me composition 
pharmaceutique. 
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Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre administrees par 
voie orale, parenterale ou transdermique. 

En ce qui concerne radministration par voie orale. on utilise en 
particulier des comprim§s, simples ou drageifies, des gelules, des granules, des 
5 gouttes ou encore des preparations des liposomes 6ventuellement ^ liberation 
retardee. 

En ce qui concerne I'administration par voie intraveineuse, sous- 
cutanee ou intramusculaire, on a recours ^ des solutions steriles ou sterilisables 
en particulier pour perfusion veineuse, tandis que Ton peut r6aliser les patches 
10 conventionnels pour I'administration par voie transdermique. 

Les compositions pharmaceutiques selon la presente invention 
peuvent etre pr6parees selon des m6thodes usuelles bien connues dans le 
domaine de la technique pharmaceutique. 

Le principe actif peut etre incorpor6 dans les excipients 
15 habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le 
talc, la gomme arabique, le lactose. Tamidon, le stearate de magn6sium. les 
vehicules aqueux ou non. les corps gras d*origine animale ou v^getale. les 
derives parafTiniques. les glycols, les differents agents mouillants, dispersants 
ou §mulsifiants, les conservateurs. etc. 
20 La quantite de principe actif ^ administrer par jour depend bien 

entendu de la specificity de Tindication th^rapeutique. de la gravite des 
affections a traiter, ainsi que du poids du malade et de la voie d'administration. 

A titre illustratif, les composes de formule generate I et II peuvent 
&tre administr6s d raison de 10 d 100 mg/kg selon la voie d*administration 
25 retenue. 

Les exempies figurant ci-aprds sont presentes S titre illustratif et 
non limitatif de la presente invention. 

30 
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ABREVIATIONS 



AceC : 


1 -amino cyclohexyl 


Aha 


acide 6-aminohexanoTqu6 


Asn : 


asparagine 


Boc : 


tert-butyloxycarbonyle 


DCC : 


N. N'-dicyclohexylcarbodiimide 


DIEA : 


diisopropylethylamine 


DMF: 


N, N-dimethylformamide 


Fmoc : 


9-fluorenylmethoxycarbonyle 


Hepes : 


N-(2-hydroxy6thyl)pip6razine-N'-(2-ethanesulfonic acide) 


HOBt : 


1 -hydroxybenzotriazole 


HMDS: 


hexamethyldisiloxane 


mAZ : 


(meta-amino)benzyloxycarbonyl 


MDPSE : 


(methyl diphenylsilyl)6thyl 


NMP: 


N-m6thyl pyrrolidone 


ONp: 


0-p-nitroph6nyl ester 


Phe : 


phenylalanine 


Pmp : 


phosphonomethylph§nylalanine 


pTyr: 


phosphotyrosine 


TFA: 


acide trifluoroac^tique 


TFFH : 


tetramethylfluoroformamidmium hexafluorophosphate 


TIPS: 


triisopropylsilane 


Trt: 


trityl 


Tyr : 


tyrosine 



25 
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EXEMPLE 1 « mAZ-pTvr- fa-MetoTvr- Asn-NHa 

1) . Fmoc-Ma-Me)Tyr-OH 

Le compost L-(a-Me)Tyr-OH (500 mg, 2,56 mmol) est dissous 
dans 2 equivalents de NaOH 0.5N (10,4 ml, 5.2 mmol), puis une solution du 

5 compose Fmoc-CI (1.35 g, 5.2 mmol) dans I'acetonitrile (5.2 ml) est ajoutee et 
I'ensembie est malntenu sous agitation pendant 3 heures d temperature 
ambiante. Apres Evaporation du solvant organique, on ajoute une solution 
aqueuse du Na2C03 a 10% (25 ml) et la suspension est Iav6e par de I'ether 
ethylique (3 x 50ml). La suspension aqueuse est ensuite acidifi^e ^ pH 1 par 

10 HCI 6N et exlraite par le chloroforme (4 x 50 ml). La phase organique est 
ensuite Iav6e successivement par 2N HCI (1 x 50 ml), H2O (1 x 50 ml), une 
solution saturee de NaCI (1 x 50ml) et puis sech6e sur Na2S04. Apr^s filtration 
et evaporation ^ sec, le r§sldu est purifi6 par chormatographie sur colonne de 
silice (eluant : CH2Cl2/MeOH/AcOH 95/5/1). On oblient 1,09 g de Fmoc-L-(a- 

15 Me)Tyr-OH. sous forme de poudre blanche (rendement : 100%). 
Rf=0.58 (CHaCb/MeOH/AcOH 95/5/5) 

RMN 'H (DMS0-d6) (5ppm/HMDS) : 1,15 (s, 3H, a-Me), 2.75 et 
3,05 (dd, 2H, CHaB), 4,25 (m. 2H, 9'-CH2 de Fmoc). 4,45 (m, 1H. 9'-H de 
Fmoc), 6.55 et 6.75 (dd. 4H, 2, 3, 5. 6-H de Tyr), 7.15 (s. 1H, NH), 7,30 (t, 2H, 
20 2', 7*-H de Fmoc). 7,40 (t, 2H, 3'. 6'-H de Fmoc). 7,70 (d. 2H, 4'. 5'-H de Fmoc), 
7.85 (d. 2H. V. 8'-H de Fmoc), 9,12 (s, 1H, OH). 

2) . Fmoc-L-(a-Me)Tyr(P09Bzl2)-OH 

Le compose Fmoc-L-(a-Me)Tyr-OH (417 mg, 1 mmol) est dissous 
dans le THF anhydre (3 ml) d temperature ambiante et sous azote. On y ajoute 

25 la N-methylmorpholine (0,11 ml, 1 mmol) et le chlomre de tert-butyl 
dimethylsilane (1M dans THF, 1,0 ml, 1 mmol). L'agitation est maintenue 
pendant 15 minutes. Ensuite, on y ajoute successivement le IH-tetrazole (210 
mg. 3 mmol) et le N. N-diisopropyl dibenzylphosphoramidlte (1 .0 ml. 3 mmol) et 
l'agitation est maintenue d temperature ambiante pendant 3 heures, Le 

30 melange est refroidi e O'C, on ajoute I'acide meta-chlorop6roxyben2oTque (56 k 
85%, 690 mg) et la suspension devient claire. L'agitation est maintenue e O'C 
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pendant 1 heure et ensuite S temperature ambiante pendant 30 minutes. La 
solution est de nouveau refroidie a O^C et on ajoute NaHSOs 5% (25 ml). Le 
melange est agite ^ O'C pendant 30 minutes puis ramen6 a temperature 
ambiante en 30 minutes. Apr§s evaporation du solvent organique, le r6sidu 
aqueux est extrait d {'acetate d'ethyie (3 x 20 ml). La phase organique est 
ensuite lav^e successivement par NaHSOs 5% (3 x 25 ml). KHSO4 1M (2 x 
25 ml). H2O (1 x 25 ml), une solution saturde de NaCI (1 x 25 ml), puis sech6e 
sur NaaSOA. Apr6s filtration et Evaporation du solvant, le r^sidu est repris dans 
le dichloromethane (10 ml), le solide Insoluble est filtrS et la solution est 
evapor^e d sec, puis purifi^e par chromatographie sur colonne (6luant: 
CH2Cl2/MeOH 20/1). On obtient 572 mg de Fmoc-L-(a-Me)Tyr(P03Bzl2)-OH. 
sous forme de poudre blanche (rendement : 84%). 
Rf = 0.40 (CH2Cl2/MeOH 9/1). 

RMN 'H (DMS0-d6) (5ppm/HMDS) : 1.25 (s, 3H. a-Me). 3.02 (m. 
15 2H. CHzft). 4.15 (m. 2H, 9 -CH2 de Fmoc), 4,30 (m, 1H. 9'-H de Fmoc). 5,07 (d. 
4H. CH2 de B2I). 6.85 et 6,95 (dd. 4H. 2. 3. 5. 6-H de Tyr). 7.3 (m. 15H. 
NH+10H aromatiques de Bzl et 2'. 3'. 6'. 7'-H de Fmoc). 7.50 et 7.55 (dd. 2H. 
4'. 5'-H de Fmoc). 7.80 (m. 2H. 1', 8'-H de Fmoc). 

3). 3-[N-(teirt-Butyloxycarbonyl)amino]benzyl alcool 

20 L'alcool 3-aminoben2ylique (12.32 g, 0.1 mol) est dissous dans le 

THF (315 ml) et NaOH IN (315 ml) et refroidi ^ 0"C. On ajoute ensuite B0C2O 
(65.5 g. 0,3 mol). L'agitation est maintenue pendant la nuit et la temperature 
revient graduellement jusqu'^ la temperature ambiante. Apr^s evaporation du 
solvant organique. le r6sidu est acidifie S pH 2 par KHSO4 1M puis extrait par 

25 CH2CI2 (4 X 200 ml). La phase organique est ensuite lavee successivement par 
KHSO4 1M (1 X 300 ml). H2O (1 X 300 ml), une solution saturee de NaCI (1 x 
500 ml) puis sech6e sur Na2S04. Apres filtration et evaporation d sec. le residu 
est recristaliise avec de rether de petrole (300 ml). Le pr6cipite est filtre et 
seche. On obtient 21 .2g de produit. sous fomie de poudre blanche (rendement 

30 95 %). 

Rf = 0.42 (CH2Cl2/MeOH 95/5) 
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RMN 'H (DMS0-d6) (5ppm/HMDS) : 1,42 (s. 9H. tBu). 4.40 (d. 
2H, CH2O). 5,10 (t, 1H, OH), 6,85 (d, 1H. 6-H), 7,12 (t. 1H, 5-H). 7.25 (d. 1H. 4- 
H). 7.45 (s, 1H. 2-H), 9,23 (s, 1H. NH). 

4) . 3-[N^tert-Butyloxycarbonyl)amino]ben2yl-4-nltrophenyl 

3 carbonate (Boc*mAZ-ONp) 

Le compose 3-[N-{tert-Butyloxycarbonyl)amino]benzyl alcool 
(1 ,0 g, 4,5 mmol) est dissous dans la pyridine (18 ml) et la solution est refroidie 
d O'C. On ajoute alors le 4-nitrophenyl chlorofonmiate (0,91 g. 4.5 mmol) et 
ragitation est maintenue pendant la nuit tandis que la solution revient d la 
10 temperature ambiante. Aprds Evaporation du solvant sous vide, le r6sidu est 
purifie par chromatographie sur colonne (6luant: dichlorom^thane). On obtient 
644mg de produit sous forme de poudre blanche (rendement: 37%). 
Rf = 0,35 (CH2CI2) 

RMN (DMS0-d6) (8ppm/HMDS) : 1.40 (s, 9H, tBu), 5.23 (s, 2H, 
15 CH2O), 7.00 (d. 1 H. 6-H), 7.25 (t. 1 H. 5-H). 7.36 (d. 1 H. 4-H). 7.59 (s. 1 H, 2-H). 
7.53 (d, 2H. 2\ Q'M). 8.25 (d. 2H, 3', 5'-H). 9.40 (s, 1H, NH). 

5) . mAZ-pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2 

La synthase du peptide est r6alis6e sur un synth6tiseur 431 A 
Applied Biosystem. programm6 pour la chimie Fmoc. 

20 Aprds la deprotection du groupement Fmoc de la reslne amide 

Rink MBHA (200 mg. 0.1 mmol. Novabiochem) par 20 % de piperidine dans le 
NMP, le premier acide amin6 sous forme de Fmoc-Asn(Trt)-0H est couple avec 
le melange DCC/HOBt dans le solvant NMP pendant 1 heure. Le groupement 
Fmoc est de nouveau deprot6g6 par 20 % de piperidine dans le NMP. A cause 

25 de I'encombrement du groupement a-methyle. le deuxi6me acide amin6 sous 
forme de Fmoc-(a-Me)Tyr(P03B2l2)-OH (0,5 mmol). est couple par un agent de 
couplage plus efficace le TFFH (0,5 mmol) en presence de DIEA (1,0 mmol) 
dans le solvant DMF (4 ml). On met une cartouche contenant tous ces 
composes et on les transfers dans le r^acteur contenant la rdsine peptidique. 

30 Le couplage est maintenu pendant 4 heures. 
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Ensuite, le groupement Fmoc est d§prot6g4 et le troisidme acide 
amin6 sous forme de Fmoc-Tyr(P03MDPSE2)-OH (0,5 mmol) est couple de la 
m§me fagon par le TFFH (0.5 mmol)/DIEA (1.0 mmol) dans le DMF (4 ml) 
pendant 4 heures. Aprfes d^protection du groupement Fmoc par 20% de 
5 piperidine dans le NMP, le compose Boc-mAZ-ONp (1 mmol) est couple dans le 
NMP en presence de DIEA (1,2 mmol) pendant 6 heures, puis on lave la r6sine 
peptidlque par le NMP et le dichloromethane. On skdhe la r§sine peptidique 
sous vide et elle est ensuite mise en suspension dans un melange de 
TFA/TIPS/H2O (19 ml/0,5 ml/0,5 ml) en agitant pendant 30 minutes a 0"C, puis 
10 3 heures d temperature amblante. 

La r§sine est ensuite filtr^e et Iav6e au TFA. La solution est 
evaporee et le residu est pr6cipit6 par de I'ether ethylique frold. La suspension 
est centrifug6e. le surnageant est decants. Le precipitd est alors remis en 
suspension dans de I'ether refroidi et ^ nouveau centrifuge. Le pr6cipit6 est 
15 ensuite dissout dans H2O (50 ml) et lyophilise. Le peptide brut obtenu est 
ensuite purifie sur colonne C18 (Vydac. 5 m. 10 x 250 mm) en HPLC semi- 
preparative (Waters 600 controler) avec un detecteur UV d 220 nm (Waters 
480) et les phases mobiles A (H2O + 0,1 % TFA) et B (70 % CH3CN + 0,09 % 
TFA). un dibit de 2 ml/min, et un gradient d 100 % A en 20 minutes, puis 
20 augments a 15% B pendant 100 minutes. Les fractions purifiees sont ensuite 
analysees par HPLC (Shimadzu LC-91) sur colonne analytique C18 (Vydac, 
5 p. 4,6 X 150 mm) avec un ditecteur UV ^ 220 nm (Shimadzu SPD-10A). avec 
un debit de 1 ml/min. Le temps de retention du peptide est de 8,5 min pour un 
gradient de 5 % e 65 % B en 30 minutes. On obtlent 17 mg du peptide apres 
25 lyophilisation des firacUons contenant le peptide pur. La structure du peptide est 
confirmee par spectrometrle de masse par electrospray (MS 803.3 pour 803.6, 
M-H*+Na* ) et par spectrometrle de RMN. 

RMN 'H (DMSO-dS+TFA) (5ppm/HMDS) : 1.23 (s. 3H. a-Me). 
2,45-2.55 (m. 2H. CHsfi de Asn), 2.70 et 3,00 (mm, 2H, CH2G de pTyr). 3,05 (m. 
30 2H. CHsfi de (a-Me)pTyr), 4.02 (m. 1H, CHa de Asn). 4.25 (m. 1H. CHa de 
PTyr). 4.95 (q. 2H. CH2O de mAZ). 6.9-7.4 (m. 1H. H-Ar). 7.68 (d. 1H. NH de 
Asn). 7.85 (d, 1H. de pTyr). NH 8.30 (s. 1H. NH de (a-Me)pTyr). 
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EXEMPLE 2 • mAZ-pTvr-fg'Meffvr-Asn-NH? (comDOs6 temoin^ 

Ce peptide est synthetisd de la m6me fa^on que le peptide mAZ- 
pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2 avec le compose Fmoc-(a-Me)Tyr-OH remplagant 
Fmoc-(a-Me)Tyr{P03Bzl2)-OH, 

MS : 723.0 pour 700.61 , M.H*+Na* 

RMN : (DMS0-d6+TFA) (8ppm/HMDS) : 1.22 (s, 3H. a-Me). 
2,45-2,55 (m. 2H. CHjU de Asn), 2.70 et 3.05 (m. 4H. CH2(i de pTyr et de (a- 
Me)pTyr). 4.00 (m. 1H. CHa de Asn). 4,22 (m. 1H, CHa de pTyr), 4,95 (q, 2H, 
CH2O de mAZ), 6.6-7.4 (m, 1H, H-Ar), 7,65 (d, 1H, NH de Asn). 7,85 (d, 1H. NH 
de pTyr), 8.20 (s. 1H, NH de (a-Me)pTyr). 

EXEMPLE 3 • mAZ-pTvr-pTvr-Asn-NHg fcompos6 temoint 

Ce peptide est synthetts^ de la mdme fagon que le peptide mAZ- 

pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2, mais les trois acides amines sent coupl6s par le 

melange DCC/HOBt. 

MS : 789,1 pour 766.56. M-H*+Na* 

RMN : (DMSO-dS+TFA) (6ppm/HMDS) : 2.35-3.0 (m. 6H, CHzli 
de Asn et de deux pTyr), 4.15 (m. 1H, CHa de Asn), 4,40 (m, 2H. CHa de deux 
pTyr). 4,95 (q. 2H. CH2O de mAZ), 7.0-7,4 (m, 14H, NH2 et H-Ar). 7,45 (d. 1H, 
NH de Asn). 8.20 (t. 2H. NH de deux pTyr). 

EXEMPLE 4 » mAZ-pTvr- f4-C0,HVa-MelPhe.Asn.NHy 
1 ). 4-M^thylbenzoate de te/t-butyle 

On ajoute goutte d goutte une solution de chlorure de 4-m6thyl- 
benzoyle (10,00 g, 64.7 mmol), dans de rather ethylique anhydre (50 ml), a une 
suspension de fert-butoxyde de lithium (5,50 g, 68.7 mmol), dans le ferf-butanol 
(100 ml) k la temperature ambiante. AprSs une heure d'agitation. on 6vapore 
les solvents et on dissout le rdsidu dans de rac6tate d'ethyle (200 ml). La 
solution est alors lav^ successivement par H2O (1 x 50 ml), NaOH IN (2 x 
50 ml), H2O (1 X 50 ml), une solution satur6e de NaCI (1 x 50 ml), puis s6chee 
sur Na2S04. Apr§s filtration et Evaporation du solvent, on obtient 12,5 g de 
produit, sous forme d'huile transparente (Rendement 100 %). 

Rf = 0.64 (AcOEt/c-hexane 1/10). 
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RMN 'H (DMS0-d6) (6ppm/HMDS) : 1.50 (s, 9H. fflu). 2.35 (s. 3H. 
Me). 7.25 et7.75 (dd. 4H. Ar-H). 

2) . (4-Bromom4ttiyl)benzoate de ferf-butyle 

Un melange de 4-m^thyibenzoate de feAf-butyle (12.00 g, 62,4 
5 mmol). N-bromosuccinimide (12,00 g. 67,4 mmol) et peroxyde de dibenzoyle 
(0,82 g, 3,4 mmol) dans CCU est chauff6 d reflux pendant 3 heures. Le sollde 
est filtre et le solvent evapord. Le r^sidu est ensulte repris dans I'ac^tate 
d'ethyle (200 ml) et Iav6 par H2O (2 x 50 mi) et une solution satur^e de NaCI 
(1 X 50 ml). La phase organique est sSchee sur Na2S04, le solvant est §vapor6 
10 et I'huile obtenue est purifiee par chromatographie sur colonne de silice (6luant: 
AcOEt/c-Hexane 1/15). On obtient 13,0g de produit 2. sous forme d'huile 
transparente (Rendement 77 %). 

Rf = 0.42 (AcOEt/c-Hexane 1/15). 

RMN (DMSO-d6) (5ppm/HMDS) : 1.47 (s. 9H. tBu), 4,65 (s. 2H. 
15 CHaBr). 7,50 et 7.85 (dd, 4H. Ar-H). 

3) . (3S, 5S, 6R)-4-(Benzyloxycarbonyl)-5, 6-diphenyl-3-methyl- 
2, 3, 5, 6-tetrahydro-4H-1, 4-oxazin-2-one 

Le (2R, 3S)-(-)-6-oxo-2, 3-diphenyl-4-morpholinecarboxylate de 
benzyle (3,00 g. 7,74 mmol) est dissous dans le THF anhydre (200 ml) S -78'*C 

20 sous azote. On y ajoute de I'lodure de methyle (4,8 ml, 77.4 mmol), puis goutte 
^ goutte une solution 1M de NaHMDS dans le THF (9.3 ml, 9,3 mmol). 
L'agitation est maintenue pendant une demi-heure S -78°C. Ensuite on ajoute 
I'acetate d'ethyle (300 ml) et la phase organique est successlvement Iav6e par 
H2O (2 X 150ml), une solution satur^e de NaCI (1 x 200 ml), puis s6chee sur 

25 Na2S04. Apr6s filtration et 6vaporation. le r6sidu est purifi^ par 
chromatographie sur colonne de silice (6luant: AcOEt/c-hexane 1/3). On obtient 
2,10 g de produit 3. sous forme de poudre blanche (Rendement 68 %). 
Rf = 0.60 (AcOEt/c-hexane 1/2). 

RMN 'H (DMS0-d6) (6ppm/HMDS): 1,70 (d, 3H. 3-Me). 4,8-5.3 
30 (m. 4H. 3-H, 5-H et CH2 de Cbz), 6.25 (d, 1H. 6-H), 6.50 (t. 2H. Ar-H). 6.70 (d. 
1 H, Ar-H). 7.0-7.4 (m, 12H. Ar-H). 
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4) . (3S, 5S, 6RH-(Benzyloxycarbonyl)-5, 6-diph6nyi-3-m§thyl- 
3-[(4'-te/t-butoxycarbonyl)benzyl]-2, 3, 5, 6-tetrahyclro-4//-1, 4-oxazin-2- 
one. 

Le compost 3 (1.00 g, 2,5 mmol) est dissous dans le THF 
anhydre (20 ml), a la temperature de *78^C sous azote. On y ajoute, goutte a 
goutte. une solution 0,5M de KHMDS dans le toludne (15 ml. 97.5 mmol). AprSs 
motns de 5 minutes, on ajoute goutte d goutte une solution du compost 2 
(4,0 g, 14,7 mmol), dans du THF anhydre (10 ml). L'agitation est maintenue 
pendant une demi-heure ^ -78**C. Puis on le traite selon la mdme methode que 
celle decrite pour synthetiser le compose 3. Le produit brut est ensuite purifie 
par chromatographie sur colonne de silice (eluant: AcOEt/c-Hexane 1/10). On 
obtient 650 mg de produit 4, sous forme de poudre blanche (Rendement 44%). 

Rf = 0.32 (AcOEt/c-Hexane 1/10). 

RMN (DMS0-d6) (5ppm/HMDS): 1,50 (s, 9H, IBu). 1.80 (s. 3H, 
3-Me), 3,25 at 3,95 (dm. 2H, CH2), 4,55 (s. 1H. 5-H). 5,55 (s, 2H, CH2 de Cbz). 
5.70 (d, 1H. 6-H). 6.70 (m. 4H. Ar-H), 7,0-7,3 (m, 13H. NH at Ar-H), 7.80 (d. 2H. 
Ar-H). 

5) . (S)-a-M6thyM-(rert-butoxycarbonyl)ph6nylalanine 

Le compos6 4 (60 mg, 0,101 mmol) est dissous dans un m6lange 
de THF/EtOH (1/1,4 ml), on y ajoute du palladium sur charbon ^ 10% (6 mg) et 
la suspension est hydrog6n6e ^ pression ordinaire pendant une nuit. On filtre le 
catalyseur sur c6lite et on 6vapore le solvent. Le r6sidu est precite a Tether et 
centrifuge. On obtient 28 mg de produit 5, sous fonne de poudre blanche 
(rendement 99%). 

RMN (DMSO-dS+TFA) (8ppm/HMDS) : 1.40 (s. 3H. a-Me), 
1.48 (s. 9H. tBu). 3.05 (q. 2H. CH2), 7.25 et 7.80 (dd. 4H. Ar-H). 8.25 (s. 3H, 
NH3*).. 

6) . (S)-N-Fluor6nylm6thoxycarbonylKx-m6thyl-4^fert. 
butoxycarbonyl) phenylalanine 

Le compose 5 (188 mg, 0,673 mmol) est dissous dans un 
melange de dioxane/NaHCOS 10 % (1/1, 30 ml), puis on y ajoute le Fmoc-CI 
(500 mg. 1.93 mmol). Le melange est agite pendant 3 heures a la temperature 
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ambiante, puis il est acidifiS par une solution a 10% d'acide citrique jusqu'a pH 
2. On extrait par CH2CI2 (4 x 25ml) et la phase organique est lav^ par H2O (1 x 
30 ml), une solution satur6e de NaCI (1 x 30 ml] et sech^e sur NazSOA- AprSs 
Evaporation du solvant. le produit brut est purifie par chromatographie sur 
5 colonne de silice (6luant : CH2Cl2/MeOH 95/5). On obtient 280 mg de produit 6), 
sous forme de poudre blanche (rendement 83 %). 
Rf = 0.18 (CH2Cl2/MeOH 95/5). 

RMN 'H (DMS0-d6) (Sppm/HMDS) : 1.15 (s, 3H. a-Me). 1.50 (s, 
9H, tBu), 2,95 et 3,25 (dd, 2H. CH2), 4.20 (t, 1H, 9'-H de Fmoc). 4.25 et 4.40 
10 (mm. 2H, 9'-CH2 de Fmoc). 7.05 (SH, NH et 2. 6-Ar-H de Phe), 7.28 (t. 2H, 2'. 
7-H de Fmoc). 7,35 (t. 2H. 3*. 6'-H de fmoc). 7,65 (m. 4H, 3, 5-Ar-H de Phe et 
4', 5'-H de Fmoc). 7.85 (d. 2H. 1', 8'-H de Fmoc). 

Le peptide est synthStis^ selon la m&me mSthode que celle 
15 decrite pour le peptide en exemple 1 (mAZ-pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2). 
MS : 751,1 pour 728,62, M-H*+Na* 

RMN : (DMSO-d6+TFA) (Sppm/HMDS) : 1.18 (s. 3H. a-Me). 
2,30-3.22 (m. 6H, CH2 de Asn, pTyr et (a-Me)pTyr), 4,20 (m. 2H, CHa de Asn 
et pTyr), 4,85 (q, 2H, CH2O de mAZ). 7.0-7.5 (m, 1H. H-Ar). 7.65 (d, 1H. NH de 
20 Asn). 7,85 (d. 1 H. NH de pTyr). 8.20 (s. 1 H. NH de (a-Me)Phe). 

EXEMPLE S » mAZ-pTvr-(4-CH7C02HMaMe^Phe-Asn-NH^ 

1). (4-Bromom6thyl)phEnyl acetate de fe/t-butyle 

Un melange d'acide 4-bromom6thyl ph6nylacetique (9.7 g. 
42,34 mmol) et de chlorure de thionyle (100 ml) est chauff§ ^ reflux pendant 3 

23 heures. On evapore ensuite I'excds de chlorure de thionyle et on seche le 
residu solide d la pompe S vide. Puis on dissout le produit dans le minimum de 
CH2CI2 (4 ml) et ajoute cette solution goutte ^ goutte d une solution de tert- 
butanol (140 ml) et CH2CI2 (5 ml) refroidie d OX. L'agitation est maintenue d 
4''C pendant la nuit. On ajoute ensuite CH2CI2 (100 ml) et on lave la phase 

30 organique successivement par H2O (1 x 50 ml), NaHCOs 10% (1 x 50 ml), H2O 
(1 x 50 ml) et une solution satur^e de NaCI (1 x 50 ml). On s6che la phase 



ISDOCID: <FR P7877B3A1 I > 



# 



^1 2787793 



20 

organique sur Na2S04, et apr^s Evaporation du soivant et sEchage ^ la pompe 
a vide, on obtient 10,9 g de produit sollde (rendement 91%). 
Rf = 0.70 (CH2CI2). 

RMN 'H (DMS0-d6) (6ppm/HMDS) : 1.35 (s. 9H, ffiu), 3,50 (s. 2H, 
CH2CO2), 4,65 (s. 2H. CH2Br). 7,20 et7.35 (dd, 4H. Ar-H). 

2) . (3S, 5S, 6R)-4-(Benzyloxycarbonyl)-5, 6-diphenyl-3-m6thyl- 
3-[((4'-fe/t-butoxycarbonyl)m4thyl) benzyi]-2,3,5,6-tetrahydro-4//-1 , 4- 
oxazin-2-one. 

Le compost 2 est prepare selon la mdme m^thode que celle 
dScrite pour le compost 4 de {'exempie 4 (Rendement 31 %). 
Rf = 0,25 (EtOAc/c-Hexane 1/10). 

RMN (DMS0-d6) (8ppm/HMDS) : 1,30 (s, 9H, ffiu). 1.85 (s. 3H, 
3-Me), 3.1 et 4,0 (dm. 2H. CH2R), 3,55 (s, 2H. CH2CO2), 4,25 (s. 1H, 5-H), 5,1 
(m, 3H. CH2 de Cbz et 6-H). 6,65-7,30 (m, 20H, NH et Ar-H). 

3) . (S)-a-M6thyl-4-[(terr<butoxycarbonyl)m6thyl]ph6nylalanine 

Le compost 3 est prepare selon la mdme methode que celle 
decrite pour le composE 5 de I'exemple 4. (Rendement 90%). 

RMN (DMS0-d6) (5ppm/HMDS): 1,30 (s, 3H. a-Me), 1.35 (s. 
9H. tBu), 3,0 (q, 2H. CH2a), 3.50 (s, 2H, CH2CO2). 7,15 (m, 6H, NH2 et H-Ar). 

4) .(S)-N-Fluor4nylm6thoxycarbonyl-a-m6thyl-4-[(terf- 
butoxycarbonyl) methyl] pMnyialanine 

Le compost 4 est prepare selon la m^rne methode que celle 
decrite pour le compost 6 de I'exemple 4. (Rendement 50%). 
Rf a 0.12 (CH2Cl2/MeOH 95/5). 

RMN (DMS0-d6) (5ppm/HMDS) : 1,20 (s. 3H, a-Me), 1,35 (s. 
9H. tBu), 3.0 (q, 2H. CH2IS). 3.40 (s. 2H CH2CO2). 4.15 (t. 1H. 9'-H de Fmoc), 
4,28 (m, 2H, 9'-CH2 de Fmoc), 6,95 (q, 4H, Ar-H de Phe). 7.26 (t, 2H, 2', 7'-H 
de Fmoc), 7.35 (t, 2H. 3', 6'-H de fmoc), 7,6 (m, 3H, NH et 4'. 5'-H de Fmoc), 
7,85 (d, 2H, r, 8'-HdeFmoc). 




5). mAZ-pTyr-(4-CH3C02H)(a-Me)Phe-A8n-NH2 

Le peptide 5 est synthetis6 selon la m§me m§thode que celle 
d6crite pour le peptide de I'exemple 1 (mAZ-pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2). 

MS : 765.0 pour 742.65. M-H*+Na* 
5 RMN : (DMS0-d6+TFA) (Sppm/HMDS) : 1.22 (s, 3H. a-Me). 

2.35-3,05 (m. 6H, CH2S de Asn. pTyr et (a-Me)pTyr). 3.42 (s. 2H. CH2CO2H), 
4.20 (m. 2H. CHa de Asn et pTyr), 4.85 (q. 2H. CH2O de mAZ). 7,0-7,4 (m. 
12H. H-Ar), 7,65 (d. 1H, NH de Asn), 7,75 (d. 1H, NH de pTyr). 8.35 (s, 1H, NH 
de (a-Me)Phe). 

10 

EXEMPLE 6 • mAZ-Pmp-fg-Me) pTvr-Asn-NHa 

Le peptide est synth§tis^ selon la m§me methode que celle 
d6crite pour le peptide de Pexemple 1 (mAZ-pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2) en 
utilisant Fmoc-Pmp(tBu2)-OH (Liu. W.-Q. Tetrahedron : Asymmetry. 1995. 6 : 
15 647-650) d la place de Fmoc-pTyr(P03MDPSE2)-OH. 

MS 800.2 pour 778.64. M-H*+Na* 

EXEMPLE 7 • mAZ-pTvr-fg-Me^pTvr-Asn-Aha-IRQPKIWIPNRRKPWKK 



20 La synthase de ce peptide est rSalis^e sur un synthetiseur 431A 

Applied Biosystem, programme pour la chimie Fmoc. 

Le premier acide amin6 sous forme de Fmoc-Lys(Boc)-OH est 
couple sur la resine HMP (100 mg, 0,089mmol, Applied Biosystem) avec le 
melange DCC/DMAP. Les 18 acides amines suivants sont ensulte couples par 

25 la r^p^tition de d^protection/couplage. Les r§sidus (a-Me)pTyr. pTyr et mAZ 
sont introduits selon la methode d^crite pour la synthase de I'exempie 1 (mAZ- 
pTyr-(a-Me)pTyr-Asn-NH2). La rSsine peptidique est cliv^e par un melange de 
TFA/riPS/PhOH/H20 (20 ml/1 ml/1.5 g/1 ml). Le peptide brut pr§cipit6 par 
r§ther est purifid par HPLC sur une colonne CIS (Vydac, 5 m. 10 x 250 mm), 

30 les phases mobiles A (H2O + 0.1 % TFA) et B (70 % CH3CN + 0,09 % TFA), un 
d^bit de 2 ml/min, et un gradient S 5 % B en 20 minutes, puis augments S 35 % 
B pendant 100 minutes. Les fractions purifi^es sont ensuite analysSes par 
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HPLC sur colonne analytique C18 (Vydac. 5 p. 4,6 x 150 mm), un d6bit de 
1ml/min. Le temps de retention du peptide est de 14,7 min pour un gradient de 
25 % a 35 % B en 30 minutes. La structure du peptide est confirmee par 
spectrometrie de masse par electrospray (MS 3041.1 pour 3042,3). 

5 EXEMPLE 8 

Affinit^s des peptidomtm6tiques pour Grb2 

Les affinites des composes pour Grb2, sont mesurdes d 25^0 
dans un tampon HEPES SOmM et DTT ImM. pH 7,5. par fluorescence en 
mesurant le spectre d'emission ^ 345 nm (fente 5,0 nm) sous excitation d 

10 292 nm (fente 5,0 nm). selon le protocole decrit par Cussac et al. (EMBO J,, 
1994, 13, 4011-4021) et sont rapportees dans le tableau 1. Elles y sont 
exprim6es en constante de dissociation Kd. 

Chacun des composes a par ailleurs ete teste selon un test 
ELISA, pour sa capacite S entrer en competition avec interaction entre Grb2 et 

15 un peptide phosphotyrosine issu de la proteine She et correspondant a la 
tyrosine 317 (PSpWNVQN) dont raffinite pour Grb2 a ete 6valu6e par 
fluorescence (Kd = 1 8 nM). 

Ce test ELISA a ete mis au point afin d*eviter de declarer inactif un 
compose n'induisant pas de variation de fluorescence lors de I'interaction. 

20 Des plaques pre-traitees a la streptavidine (Boehringer) sont 

incubees avec 100 pi d'une solution de peptide biotine-Aha-PSpYVNVQN 
(Aha : acide 6-amlno-hexanoique) (solution 100 nM dans du tampon TBS : Tris 
100 mM. NaCI 50 mM. pH 7,5) par puits. une nuit d 4*C. La liaison non 
sp6ciftque est ensutte bloquSe en incubant 4 heures avec le m^me tampon 

25 contenant 3 % de lait ecrem§ (800 pi par puits). Les produits § tester sont 
r6partis dans les puits, a la dilution voulue dans le tampon prSc^dant contenant 
3 % de lait 6cr6m6 et 40 ng/ml de GST-Grb2 (100 \A par puits). Aprds une nuit 
tfincubation, les plaques sont soigneusement rinc6es 4 fois d Taide de TBS-lait* 
0,05 % tween 20 puis incubees 2 heures i 37*C. en presence de 100 pi par 

30 puits d'anticorps anti-GST (Transduction, dilution 1/500 dans TBS-lait-0,05 % 
tween 20). Les plaques sont ensuite soigneusement rincdes 4 fois d I'aide de 
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TBS-lait-0,05 % tween 20 puis incubees 45 minutes k SJ^'C en presence de 
100 Ml par puits d'anticorps anli-souris coupl6 d la peroxydase (Amersham, 
dilution 1/1000 dans T8S-lait-0,05 % tween 20). Les plaques sont 
soigneusement rinc6es a I'aide de TBS-lait-0,05 % tween 20 puis incub6es en 

5 presence de 200 pi par puits de solution de revelation TMB (Interchim), jusqu'd 
ddveloppement suffisant d'une coloration bleue. La reaction est alors stopple 
par ajout de 100 pi par Puits d'acide sulfurique 10 % (VA/). La lecture est 
effectude d 550 nm. La valeur lue pour chaque puits est ensuite diminu§e de la 
valeur temoin d'un puits Equivalent sans peptide biotine-Aha-PSpYVNVQN fix6 

10 puis traite comme son homologue avec peptide fix6. Les valeurs sont alors 
traitees gr^ce au le logiciel "Origin 40" afin d'obtenir des concentrations 
Inhibitrices 50 %. 
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REVENDICATIONS 

1 . Compos6 r6pondant a la formule generale I 

P - NH • CH - CO - NH . C(R3) - CO - Asn - NCR^Rj) 
R| R2 

I 

dans laquelle : 

- P represente un groupement protecteur, ou un atome 

tfhydrogene 

- Ri represente 

un radical phenylmethyle avec le noyau phenyle etant 
substitue en position para par un radical phosphate, phosphonomethyle, 
phosphonomonofluoromethyle ou phosphonodifluoromethyle ou 

un radical naphtylmethyle pouvant etre substitue en position 
4 par un radical phosphate, phosphonomethyle, phosphonomono- ou 
phosphonodi- difluoromethyle, 

chacun de ces radicaux etant en outre le cas 6cheant substitues par un ou 
plusieurs substituants choisis parmi les groupements alcoyle en Ci a C4, alcoxy 
en Ci a C4, et/ou un ou plusieurs atomes d'halogene, 

- R2 represente : 

un radical phenylmethyle ou naphtylmethyle ou 
cyclohexylm6thyle, 2- ou 3-pyridinylmethyle. substitue sur le cycle en position 
para par un groupement phosphate, phosphonoalkyle en Ci a C2. 
phosphonomonofluoromethyle, phosphonodifluoromethyle, phosphonate. 
phosphinale. sulfonate, sulfonomethyle. carboxylate, carboxymethyle, 
carboxym6thyloxy, malonyle. 2-(dicarboxy)ethyle. 2-malonyloxy. 5-tetrazolyle 
ou 5-tetrazolylmethyle ou 

un radical alkyle de type (CH2)n (avec n = 3 ou 4) substitu§ 
en position terminate par un groupement phosphate, phosphonoalkyle en Ci h 
O2 et de preference phosphonomonofluoromethyle et 
phosphonodifluoromethyle, phosphonate. phosphinate. sulfonate. 
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sulfonomethyle, carboxytate, carboxymelhyle, carboxymethyloxy, malonyle, 2- 
malonyloxy, 2-dicarboxyelhyle. 5-tetrazoiyle ou S-tetrazolylmethyle, 

- R3 represente un groupement alkyle en Ci a C4. lineaire ou 
ramifie ou alkylcycloalkyle avec un cycloalkyle en C3 a Ce. 

- R4 et/ou Rs repr§sentent 
un atome d'hydrogene, 

un groupement alkyle en Ci a Ce. lineaire ou ramifie 

un groupement arylalkyle en Ci a Ce avec aryl designant un 

noyau phenyle ou naphtyle le cas echeant substitue par un ou plusieurs 

groupements hydroxyle. ou 

un enchainement de type aminohexanoique suivi par les 

sequences RQIKIWFQNRRMKWKK. IRQPKIWFPNRRKPWKK Cys-S-S- 

RQIKIWFQNRRMKWKK et Cys-S-S-Cys-IRQPKIWFPNRRKPWKK. derives 

d'antennapedia et 

leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

2. Compose selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
repond a la formule generale I dans laquelle : 

- P represente un groupement RCO ou ROCO avec R 
repr^sentant un aminoalcoyie en C1.4 ou aminophenylalcoyle en d^. 

- Ri represente un groupement phenylm6thyle substitue en 
position para par un substituant choisi parmi OPO3H2. CH2PO3H2, CHFPO3H2 
et CF2PO3H2, 

- R2 represente un groupement phenylmethyle substitue en 
position para par un substituant tel que defini en formule generale 1, 

- R3 represente un groupement alcoyle en Ci a C3, 

- R4 et/ou Rs representent un atome d'hydrogene, un 
groupement alcoyle (CH2)n-CH3 ou (CH2)n-Ar avec Ar representant un phenyle 
ou a.p naphtyle substitue ou non et n compris entre 0 et 5 et leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables. 
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3. Compose selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce 
qu'il repond a la formule generate I dans laquelle : 

- Rt represente un groupement phenylmethyle portent en 
position para un groupement phosphate, 

- R2 represente un groupement phenylmethyle portent en 
position para un groupement choisi parmi un phosphate, phosphonomethyle. 2- 
malonyloxy, un groupement (CH2)nC02H avec n egal a 0 ou 1 , 

- R3 represente un groupement methyle et 

- R4 et Rs repr^sentent tous deux un atome d'hydrogene et 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 



- mAZ-pTyr-(aMe)pTyr-Asn-NH2 

- mAZ-pTyr-(aMe)pTyr-Asn-NH-Aha-Antennapedia 

- mAZ-Pmp-(aMe)pTyr-Asn-NH2 

- mAZ-pTyr-(aMe)Phe(C00H)-Asn^NH2 

- mAZ-pTyr-(aMe)Phe(CH2-COOH)-Asn-NH2. 

5. Compose pseudopeptidique utile comme prodrogue d'un 



compose selon I'une des revendications 1 a A caracterise en ce qu'il repond a 
la formule generate II 

P - NH . CH - CO - NH . CiKy) - CO - Asn - NCR^R^) 



Compose selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce 



qu'il est choisi parmi : 



CH2 



CH2 





^2 
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Dans laquelle P, R3, FU et R5 sont tels que definis en revendications 1 a 4 et les 
groupements phenylmethyles substitues par Pi' et P2' sont les precurseurs des 
groupennents Ri et R2tels que definis en revendication 1. 

5 6. Compose salon la revendication 5 caract6ris§ en ce que les 

groupements Pi' et/ou P2 . precurseurs des groupes phosphates Ri et/ou R2 
sont un groupement bis-(S-acyl-2-thio6thyl)phosphate ou bis-(acyloxym6thyle) 
phosphate. 

10 7. Compose selon la revendication 5 caracterise en ce que les 

groupements Pi' et/ou P2 . precurseurs du groupe phosphonomethyle en Ri 
et/ou R2 sont un groupement bis-(S-acyl-2-thioethyl)phosphonomethyle ou bis- 
(acyloxymethyl) phosphonomethyle. 

15 8. Compost selon la revendication 5 caracterise en ce que le 

groupement P2 , precurseur du groupe phosphonate R2 est un groupe bis-(S- 
acyl-2-thlo6thyl)phosphonate ou bis-(acyloxymethyl)phosphonate. 

9. Compose selon la revendication 5 caracteris6 en ce que le 
20 groupement P2', pr6curseur des groupes acide carboxylique, carboxymethyle, 
carboxym6thytoxy, malonyle, 2-malonyloxy, 2-(dicarboxy)ethyle en R2 est un 
analogue esterifie sur la ou les fonctions acides carboxyliques des groupes R2 
sous forme d'un carboxylate de : 

- arylalcoyle ou le terme aryl signifie un noyau benzenique et 
25 le terme alcoyle una chaine carbon6e lineaire ou ramifi6e avec de 1 a 3 atomes 

de carbone ; 

- morpholinylalcoyle -(CH2)n (NC4H80) ; 

- pip6ridinylalcoyle -(CH2)n{NC5Hio) substitu6 6ventuellement 
par un groupement OH, CO2H, CO2R' ou R' est une chaTne alcoyle Iin6aire ou 

30 ramifi6e contenant ou non un reste benzyle ou phdnyle ; 
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- pip6razinylalcoyle -(CH2)n(NC4HBNH) substitu6 

eventuellement par {-N-C4H8-NR") ou R" represente une chaine alcoyle 
contenant de 1 S 6 atomes de carbone. un groupement benzyle ou un 
groupement phenyl, avec n compris entre 1 et 3. 

5 10. Composition pharmaceutique comprenant en tant que 

principe actif au moins un compose de fornnule g6n6rale i selon I'une des 
revendications 1 6 4 ou un compos6 de formule gen6rale II selon Tune des 
revendications 5 a 9. 

1 1 . UtHisation d'un compose de formule g6n6rale I selon Tune 
10 des revendications 1 a 4 ou un compose de formule g6n6rale II selon Tune des 
revendications 5 a 9 pour la pr6paration d'une composition pharmaceutique 
destinSe au traitement des maladies Ii6es ^ des processus proliferatifs, des 
cancers et/ou metastases. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TNSEPM 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(G) TELEPHONE: 0144236000 

(H) TELECOPIE: 0145856856 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Composes pseudopeptidiques dot^a d*une activity 
Inhibitrice ik I'^gard des voles activ6es par les prot^ines A activity tyrosine 
kinase et les compositions pharmaceutiques les contenant. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D> L06ICIEL: Patentin Release #1.0, Version «1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin^ 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: non pertinent 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 17 acides amines 
(B> TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(11) TYPE DE MOLECULE: peptide 

|vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: non pertinent 
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<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

lie Arg Gin Pro Lys lie Trp Phe Pro Asn Arg Arg Lys Pro Trp Lys 
15 10 15 

Lys 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: non pertinent 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: pont disulfure 

(B) EMPLACEMENT: 1..2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Cys Cys Arg Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp 
15 10 15 

Lys Lys 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 
<D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: non pertinent 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: ponc disulfure 

(B) EMPLACEMENT: I . . 2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Cys Cys lie Arg Gin Pro Lys He Trp Phe Pro Asn Arg Arg Lys Pro 
15 10 15 

Trp Lys Lys 
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LISTS &e ssQusHces 



(1) I^TOWMICM (SEVePALB; 



I A) NOM: tK$EHM 

[^) RDB: LOI zue d« Tplbiac 

l<^> VlLLfir Pafia 

ie» PAYS J ETtaCv 

{Ti CODE POSVaIp! 75013 

<H1 TSL6C0e£B< 0145656966 

(U) TITRE D£ L' IN\>^TIOtri COKiposAs pseudopfiptldliqim dat6A 4^iin« Activity 

(A) TYPE 5WP0RT: Floppy dlek 
r&> GRPtNAtSl?H( IBK PC TCHipaclble 

(D> LM£CISL: Patentln II<1m4« #1.0^ Verai^n ttL.25 fOSB) 

(2) IWroPWATION POUR lA 5E0 ID NO: 1: 

(1) CAMCTGAISTIQVeS I>E LA SeOOBNCZ; 
CA) LOfcrOCEURt 16 acridea anan64 
(B> rVPEt Mlda Aonin^ 

{D» CONFIGVRATIOH: linSaln 

(11) Tree HOLSOPlffis p«pCld« 

(Al CKGMflSHB: non p^rtlMlit 



[xi) D&SCAT&l'ICiir LA SCQUEhTCBr S£^ £D NO: Ir 

Arg Glxi II* Lya lie tip Qlh Am Arg Azg Ket Lys Tip Lys Lya 
15 10 15 



(21 IHroRtATIOH roUR LA SBQ ID HQ: 2t 

(1) CABACTERISTIQm DE LA SEOL/BHCB; 
{Al LOfiOTSUR: 17 »cl<le4 aminda 

(B) - .T^G: aDide amiM 

(C) Wqw&RE DE BRIWS: simple 

(D) OOKFtWRATION: lineal e« 

TYPE De mLBCULB: peptide 

(vil QRIGIH£s 

<A^ QRGMflSKC: non pertinacit 
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txif PESCRTPTIOW lA SEQUENCE; SEft ID NOi Si 

lift Argf <3ln Pro Lye He Tip Pha Pio Aan Arg Acg Lya Pro Tip Lya 
15 10 15 

f2» tK^E%KAT10N POUR LA aSO II» NOt 3: 

[i) Cy^WuCTEMSTrftURS HE LA 

(At LOKGUCUR: ifi 4Cld«5 acnin^a 

(^h TYP£; acida aiid.Ti^ 

(C] MOMBRG !>£ BKIVd: siinple 

Ui} TYP& DE MDLECT3LB: peptide 

FA) OKC^WISME; non pertinent 

{iKj CAR?.CTERi;STroyi& ADDITrOKELLS: 
iAi KOM/CLEs pout di^u^fxice 
(Bl EHPLACEKCNT: I.. 2 

(XI } DCSCRI PTIOK &E LA S&QU£2IC£; S£Q VOt 3i 

Cya Cya Arg Gin lis Lya lie Trp Ph« rsln A*n Aig Arg Kftt Lya Trp 
15 10 15 

Ly« Lys 

(2) JNF0AHAT30M POU^ LA SBQ ID KO: 4: 

<i> CARACTERimOURS LA SEOUEMCEs 
(A) LOKGUEUR: 19 Ae&d^S ainin«B 
(Bl TYPE( acide amirL& 

(C) N0H8RE ]>E BRimz JinrplQ 

(D) CQKFTGUMTIOK: lin^alre 

Ul) TYPE DE e«QlrBCULEs peptide 

ivi) ORIGIBTB: 

(A> ORGANISMS: nort pectlRMt 

ClXf CARACTERigTIQUfi Al>OITror*ELL&: 
(A] NW/CLB: pont diftulfxir# 
(8] EHPUCEKEMT: L..2 

iXi.] ]>BSCR1PTI0M DE LA i?eOUE>JCE: SEC 10 KO: 4( 

Cy« Cys Ila Arg Gin ?ko ly^ Ha Trp Pha Pro Afln Argi Arg Lya tzo 

1.5 10 15 

Trp Lyn L/s 
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